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論文内容要旨
 各種造血組織より樹立された間質細胞株と血球細胞との共培養系は, クローン化された間質細
 胞の機能の一面を強調して捉えることができ, また, 血球細胞と間質細胞間の相互作用を血
 痂ro で観察できる有用な系である。 私はこれらの系を利用 して, 造血機構に関わる間質細胞の
 機能分子を解明することを目的とし, 2っの研究を行った。
 赤芽球造血に関わる機能分子の同定・解析
 新生仔マウス脾臓由来の間質細胞株MSS62 細胞は, 胎児肝臓由来血液前駆細胞との共培養で
 赤芽球造血を選択的に支持 し, 阻害抗体による実験か ら, その造血には少なくともα4β1 イン
 テグリン (very late activa七ion antigen-4, 以下 VLA-4 と略す)一vascular cell adhesion
 molecule4 (以下 VCAM-1 と略す), c-Kit-stem cell factor (以下 SCFと略す) を介した直接
 的な細胞間相互作用が必要であることが明 らかになっている。 しか しなが ら, これらの分子は間
 質系の細胞で広く発現しているため, MSS62 細胞の選択的な赤芽球造血支持能を説明すること
 ができず, 他の機能分子の存在が示唆された。
 間質細胞表面上の新たな機能分子を同定するため, MSS62 細胞表面分子を認織 し, 赤芽球造
 血を阻害する活性を持つ抗体をスクリーニングした結果, 赤芽球造血を約 30%抑制する機能阻
 害抗体 100.1 (以下 MAblOO.1 抗体と略す) を得た。 MAblOO.1 抗体が認織する分子を発現クロー
 ニング法により同定したところ, in七egrin-associated protein (別名 CD47, 以下 IAP と略す)
 であることが判明した。 IAP は分子量約 50,000 の膜タンパク質で, 5ヵ所の膜貫通領域と細胞
 外に1個のイムノ グロ ブリ ン様 ドメイ ンを持つ分子である。 シークエ ンスの結果, イムノ グロ ブ
 リ ン様 ドメ イ ンと膜貫通領域間の長さ が異なる2っのス プライ シングバリアントの存在が明 らか
 になった。 その機能的差異は不明であるが, RT-PCR による解析で, 血球, 造血組織を含め,
 広い範囲で両タイ プが発現 していること, また, いずれも短いタイ プの発現がやや強いことが明
 らかになった。
 IAP はイ ンテグ IJ ンのβ鎖と結合してその機能調節に関わること, また, 細胞外基質であるト
 ロンボスポンジン (以下 TSP と略す) のレセプターや, レセプター型チロシンキナーゼのシグ
 ナル伝達に関与する P84 のりガン ドと しても働くことが報告されている。 IAP を認織する
 MAb100.1 抗体が間質細胞依存的な赤芽球造血を阻害することか ら, IAP はイ ンテグリ ンや TSP,
 あるいは P84 との相互作用 を介 して血球一間質細胞間のシグナ ル伝達に関わっていると考え ら
 れる。 vLA-4-vcAM-1, c-Kit-scF に加え, IAP を介した直接的な細胞間のシグナル伝達が 知
 りεoo における赤芽球造血の場で も協調的に機能 している ものと考え られた。
 一54一
 骨髄間質細胞の造血支持能に関わる機能分子の探索
 SV40 ラージ丁抗原導入マウスより樹立した骨髄間質細胞株をフィー ダーと し, セルソーター
 によって濃縮した血液幹細胞画分と共培養すると, 未分化な血球は間質細胞の下に潜り込んで特
 徴的な敷石状コロニーを形成するが, 間質細胞株によってそのコロニー形成支持能に差があるこ
 とが明 らかになった。 そこで, ディファ レンシャルディ スプレイ 法を用いてコロニー形成支持能
 と発現が相関する遺伝子の探索を試み, 91 個の cDNA 断片を単離した。 これらの断片のうち,
 ノザンブロ ッティ ングによってコロニー形成支持能と正の相関が認められた CB17-2 について全
 長 cDNA をクローニングし, 解析を行った。 アミノ酸配列から, この分子はミオシン重鎖と相
 同性があることが判明 したが, ミオシンのファミリーで広く保存されているアクチ ン結合配列を
 欠いていた。 興味深いことに, この分子はアミノ末端 (以下N 末端と略す) 側にひとつの PDZ
 ドメインと KE-rich 配列を有 しており, 我々 はその構造的特徴からこの分子を Myosin heavy
 chain containing PDZ (以下 MysPDZ と略す) と名付けた。 ウェスタンブロッティッグの結果,
 MysPDZ タ ンパク質の発現 も間質細胞のコロニー形成支持能と正の相関があることが確認さ れ,
 また, 免疫染色の結果, MysPDZ は細胞骨格に存在し, 繊維状・網目状の構造をとっているこ
 とが明 らかになった。 MysPDZ は細胞骨格タ ンパク質と足場タ ンパク質の両方の性質を合わせ
 持つことか ら, レセプターや接着分子のような膜分子と細胞骨格を結びっ けるメ ディ エーターと
 して機能 し, 血球細胞と間質細胞間のシグナル伝達に関わっていることが予想される。
 以上のように, 本研究において, 間質細胞の造血支持に関わる2っの新たな分子を提示するこ
 とができた。 どち らの分子も他の因子を協調的にサポー トするメ ディエ一夕ー的役割を担ってい
 ると思われる。 本研究の成果は, 今後, 造血系の複雑なシグナル伝達の流れを整理 していく上で,
 有意義な情報を提供する ものと考え る。
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1 審査結果の要旨
 造血には造血組織の間質細胞が提供する “造血微小環境" が必須である。 その造血制御機構を
 分子レベルで解明することを目的と して, 以下の2つの研究を行った。
 1. 赤芽球造血に関わる間質細胞機能分子の同定・解析
 脾臓由来間質細胞株 MSS62 細胞をラットに免疫して, 細胞表面分子を認識 し, 赤芽球造血を
 約 30%阻害するモノクロナール抗体 MAb100.1 を得た。 次に, 発現クローニング法によって
 MAb100.1 が認識する分子がイ ンテグリンーアソシエイテッ ドプロテイ ン (別名 CD47, 以下
 IAP) であることを明らかにした。 IAP はイ ンテグリ ンの機能調節や, 細胞外基質である トロン
 ボスポンジンのレセプターとして働くことが知られている分子である。 また, 最近, レセプター
 型チロシンキナーゼのシグナル伝達経路にも関与することが示されており, IAP はこれらの分
 子を介 して, 血球と間質細胞の間のシグナル伝達に関わっていることが示唆された。 さらに, 遺
 伝子クローニングの過程で, 細胞外 ドメインの長さが異なるスプライシングバリアン トの存在が
 明らかとなり, 結合する分子によってバリアントが使い分けられている可能性が示された。 これ
 まで知られていた vLA-4-vcAM-1, c-Kit-scF に加え, IAP を介 した直接的な細胞間のシグナ
 ル伝達が, 生体の赤芽球造血の場でも協調的に機能 しているものと考え られた。
 2. 骨髄間質細胞の造血支持能に関わる機能分子の探索
 SV40 ラージ丁抗原導入マウスより樹立した骨髄間質細胞株の造血支持能を調べた結果, 細胞
 株によって大きな能力差があることが明らかになった。 そこで, ディファレンシャルディスプレ
 イ法を用いて造血支持能と発現が相関する遺伝子を探索し, 新規ミオシン (MysPDZ と命名)
 をコー ドする遺伝子を単離 した。 この分子はアミノ末端側に KE-rich 配列と PDZ ドメイ ンを有
 しており, ミオシンのファミリーで広く保存されているアクチン結合配列を欠いていた。 免疫染
 色の結果, MysPDZ は細胞骨格に存在 し, 繊維状・網目状に分布していることが明らかになっ
 た。 この分子は細胞骨格タンパク質と足場タンパク質の両方の性質を合わせ持つことか ら, レセ
 プタ 一や接着分子のような膜分子と細胞骨格を結びつけるメ ディエ一夕ーと して機能 し, 血球細
 胞と間質細胞間のシグナル伝達に関わっていることが予想される。 また, 血球と骨格筋でそれぞ
 れの組織に特異的なスプライシングバリアン トが発現 していることが判明 し, この分子が細胞の
 系列, 分化とも密接に関わっていることが示唆された。
 本研究において, 間質細胞の造血支持に関わる2つの新たな分子を同定し, 造血系の複雑なシ
 グナ.ル伝達の流れを整理 していく上で, 有意義な情報を提供するものと考えられ, 造血微小環境
 の分子・細胞生物学的研究と して評価でき る。
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